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[. Introduccién

El zooplancton agrupa a los organismos que viven suspendidos en el agua y por lo general no son
capaces de nadar contra la corriente, en aguas continentales consiste principalmente en larvas
(insectos, moluscos y peces), protozoos (ciliados y flagelados), rotiferos y microcrustaceos como
copépodos y claddceros (Lampert y Sommer 2007), siendo éstos dos ultimos grupos dominantes
en términos de abundancia, biomasa, produccion y regeneracion de nutrientes (Flores et al. 2003).
Entre los crustaceos se incluyen a los cladoceros y copépodos; los primeros son preferidos como
alimento por la mayoria de las larvas de peces y crustaceos superiores debido a su espasmaodico
movimiento y mayor visibilidad a diferencia de los copépodos, los cuales nadan demasiado rapido
para ser capturados y consumidos (Loh 2011). Los cladéceros actian como un enlace en la red
trofica juegan una funcion importante en la transferencia de energia a partir de productores
primarios hacia consumidores secundarios y terciarios (Sarma et al. 2005), en sus hébitats se
alimentan de una gran variedad de particulas del seston como bacterias, algas, particulas de
materia organica y protistas (Alva et al. 2007). El cladécero M. macrocopa es tolerante, resistente
y de amplia distribucion (Martinez y Gutiérrez 1991) ha recibido cierto interés por lo que se utiliza
en acuicultura como “alimento vivo”, las caracteristicas de historia de vida, los parametros
poblacionales, el analisis de la calidad nutricional de los cladoceros y la cuantificacion de los
organismos se han evaluado suministrandoles diferentes tipos de dietas inertes y vivas (Pefia et
al. 2005; Otero et al. 2013). La nutricion es un aspecto relevante en la vida de los organismos
constituyendo uno de los principales problemas en los cultivos (Luna et al. 2010), también se ha
observado que algunos alimentos no contienen los nutrientes que las especies requieren para su
crecimiento 6ptimo (Romero 2009) y los requerimientos nutricionales pueden variar entre las
mismas especies segun la etapa de desarrollo en la que se encuentren a lo largo de su ciclo de
vida (Halver y Hardy 2002).

El aporte nutricional de proteinas y lipidos en los organismos en cultivo es esencial debido a la
funcidn estructural y metabolica que realizan en todo el cuerpo de los organismos. Las proteinas
son componentes basicos para cada tipo celular del cuerpo, influyen en diversas moléculas
bioldgicas, como precursores de la biosintesis estructural de la hemoglobina, quitina y bases
purinas también, forman parte de las coenzimas, neurotransmisores, hormonas, aminas

biogénicas, etc.




Los lipidos tienen importantes funciones y propiedades estructurales, tienen la capacidad de
acumular cercanamente el doble de energia en sus enlaces quimicos a diferencia de las proteinas
y carbohidratos (Macedo y Pinto 2000), son las mas importantes reservas de energia para el
zooplancton como es el caso de crustaceos plancténicos. El aprovechamiento de proteinas y
lipidos depende de numerosos factores como el tipo de dieta, forma quimica de los aminoacidos
suplidos y numerosos factores bioldgicos (especie y estado de maduracion) (Halver y Hardy 2002).
En la actualidad han sido utilizados varios tipos de alimentos como los inertes (con ingredientes
nutritivos y balanceados), detritus, bacterias y microalgas verdes en el mantenimiento y
produccion de “alimento vivo” de los cuales ésta Ultima opcidn es una fuente importante de
proteinas y lipidos y han sido documentados sus efectos positivos en el crecimiento poblacional de

Moina.




[l. Antecedentes

e Wantanabe et al. (1983) reportaron el porcentaje de proteinas y lipidos en alimento vivo
para trucha y tilapia entre ellos Moina sp. cultivada en levadura, levadura + estiércol de ave

y estiércol de ave.

e En Moina micrura el mejor crecimiento poblacional y la mayor acumulacién de lipidos fue
reportado por Macedo y Pinto (2000) con la microalga Ankistrodesmus gracilis a diferencia

de Scenedesmus quadricaudata.

e Los valores nutricionales obtenidos en M. micrura reportados por Habib et al. (2003),
mostraron gque la tasa de incremento poblacional, el contenido proteico y lipidico fueron

significativamente altos con C. vulgaris cultivada en efluente de aceite de palma al 10%.

e El crecimiento poblacional de M. macrocopa determinado por Pefia et al. (2005) mostré que

las dietas mixtas a base de microalgas presentan las mayores densidades.

e Prieto et al. (2006) demostraron que las dietas mixtas son mas efectivas en el cultivo del
clad6cero Moina sp. obteniendo los mejores resultados con Ankistrodesmus sp. + levadura,

a diferencia de la microalga sola.

e La densidad poblacional maxima de M. macrocopa cultivada en dos densidades de la
microalga Scenedesmus sp. (0.65 y 1.3 x10° cel/ml) fue reportada por Romero-L6pez
(2009) Concluyendo que no existen diferencias significativas en las densidades

poblacionales de M. macrocopa.




[1l. Justificacion

El cladocero M. macrocopa se aprecia como un recurso nutricional en el cultivo de peces, posee
importantes caracteristicas ecoldgicas; tolerancia, adaptabilidad, resistencia y abundancia asi
también destacables caracteristicas biologicas; valor nutricional, tamafio aceptable, cuerpo blando,
elevadas densidades de cultivo, ciclo de vida corto, adecuada movilidad y no-selectivo (Luna et al.
2010), al estar presente en nuestro pais lo hace un recurso con un importante potencial de cultivo.
En el presente estudio se buscd dar a conocer el efecto de las dietas que no solamente se
restringe a la cantidad de individuos producidos sino también, en determinar el contenido proteico
y lipidico del clad6cero M. macrocopa para incrementar su produccion y aprovechamiento, a fin de
gue se actualice la informacion documentada referente a los valores nutricionales de Moina sp. la

cual es escasa y limitada.




V. Objetivos

General
» Evaluar el crecimiento poblacional y analizar el efecto de las dietas en el contenido proteico

y lipidico del cladécero M. macrocopa.

Especificos
» Determinar las curvas de crecimiento poblacional del cladécero M. macrocopa alimentado
con cinco dietas.
» Determinar los pardmetros poblacionales: Densidad méxima poblacional, Dia de densidad
maxima poblacional y Tasa de incremento poblacional por dia (r) del cladécero M.

macrocopa alimentado con cinco dietas.

» Cuantificar el porcentaje de proteinas y lipidos del clad6cero M. macrocopa alimentado con

cinco dietas.

> Establecer la dieta éptima para el crecimiento y nutricion del cladécero M. macrocopa.




VI. Material y Método

Se utilizaron tres tipos de alimentos en la misma proporcion, dos especies de microalga; Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp. (Fig. 1y 2) y una especie de levadura (Saccharomyces cerevisiae) los
tipos de alimento en las dietas fueron ofrecidos de manera individual o mixta (Tabla 1) para el
crecimiento poblacional del cladocero M. macrocopa en un total de cinco dietas.

Obtencidén del alimento

Microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

Los cultivos fueron iniciados a partir de cepas provenientes del Laboratorio de Produccién
Acuicola (Acuario) “Mtro. Luis Cifuentes Lemus” de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.
Las microalgas se cultivaron en reactores de vidrio con capacidad en 2 L y en medio basal Bold
(anexo 4) a una densidad inicial de 2 x 10° cel/ml, la cual fue cuantificada con ayuda de una
camara de Neubauer (Fig.3). La microalga fue cultivada bajo condiciones de laboratorio a 25 + 1
°C, luz y aireacion constante (Fig. 4). Cada tercer dia se le agregé medio gramo de bicarbonato de
sodio por litro de medio de cultivo como fuente de carbono. La microalga se coseché entre el
séptimo y noveno dia posteriores a la siembra hasta alcanzar la fase estacional. Se mantuvo en
refrigeracion, posteriormente se prosiguié a decantarla y concentrarla, finalmente se almacend, se

reviso y se cuantificd al microscopio 6ptico con una camara de Neubauer.

Levadura Saccharomyces cerevisiae

Para preparacion de la dieta con la levadura Saccharomyces cerevisiae (adquirida en polvo), se
pesaron 2 g en una balanza analitica y fueron disueltos en un volumen de 200 ml de agua
destilada posteriormente con una camara de Neubauer se cuantifico el numero de células al
microscopio 6ptico, para la preparacién de la dieta levadura a una concentracién de 1.5 x 10°

cel/mil.




Obtencion del cladb6cero

El cladécero M. macrocopa fue aislado de una muestra del Lago Mayor de Chapultepec con ayuda
de una red de abertura de malla de 100 um (Fig. 5). Individuos morfolégicamente similares fueron
agrupados (Fig. 6). Los organismos fueron identificados en el Laboratorio de Zoologia Acuatica
por medio de literatura especializada (Elias et al. 2008) al microscopio 6ptico y haciendo las

disecciones correspondientes.

Los cladéceros fueron cultivados en peceras de 5 L en medio EPA (Anonymous 1979), el cual fue
elaborado disolviendo 96 mg de NaHCO3, 60 mg de CaSO4, 60 mg MgSO,4 y 8 mg de KCI por litro
en agua destilada. Los cultivos fueron dispuestos bajo condiciones de laboratorio a 12 h luz: 12 h
oscuridad, 23 + 1 °C y la aireacion fue constante, para alimentarlos se les suministro C. vulgaris

diariamente a una densidad de 2 x 10° cel/ml.

Disefio de los tratamientos

Se utilizaron cinco dietas con tres replicas cada una (Tabla 1) en un total de 15 recipientes de
polietileno de 100 ml, se les vertio 50 ml de medio EPA con alimento en condiciones de laboratorio
a23x1°Cy12hrs. luz (Fig. 7). Con una pipeta Pasteur se depositaron cladéceros de diferentes
edades, inoculando el medio a una densidad inicial de 0.4 ind/ml. Cada 24 horas se realizaron
conteos poblacionales usando un microscopio estereoscopico (Leica; EZ4), se reemplazo el medio
en su totalidad con su respectivo alimento fresco (Fig. 8). Los experimentos fueron terminados
cuando las poblaciones alcanzaron su fase de declinacion. Para cada uno de las dietas se
determinaron los siguientes parametros: Densidad maxima poblacional, Dia de densidad maxima
poblacional y Tasa de incremento poblacional por dia (r) (Krebs 1985). Para saber si existen
diferencias en los tratamientos se utilizo el andlisis de varianza (ANDEVA) y para conocer entre
gue tratamientos hubo diferencias se utiliz6 la prueba de Tukey (Sokal y Rohlf 2000). Para la

presentacion de los datos fue utilizado el programa estadistico Sigma Plot Version 11.




Tabla 1. Dietas probadas en el cladécero M .macrocopa.

Dieta Concentracion cel/ml
Chlorella vulgaris 1.5 x 10°
Scenedesmus sp. 1.5 x 10°
Levadura (Saccharomyces cerevisiae) 1.5 x 10°
Chlorella vulgaris + Levadura 1.5 x 10°
Scenedesmus sp.+ Levadura 1.5 x 10°

Para calcular la tasa de incremento poblacional por dia (r) se utilizé la siguiente férmula (Krebs
1985).

Tasa de incremento poblacional por dia

(InN; —In Ny)
r =
t

Donde:
N¢= es el numero de individuos de una poblacién en el tiempo t.
No= es el nimero inicial de individuos al inicio del experimento o dia cero y

t =es la duracién del experimento en dias.

Para evaluar el analisis proximal de los claddéceros alimentados con las dietas (Tabla 1) fue
necesaria la obtencion de 1 g de biomasa en peso seco por dieta. Para esto se pusieron a crecer

cada tratamiento en peceras de 5y 10 L de capacidad.




Obtenciéon de biomasa seca
La biomasa de los cultivos experimentales se obtuvo mediante la colecta semanal de organismos,

filtrados y concentrados con una red de abertura 50 um, fueron enjuagados con agua destilada
para eliminar cualquier residuo de alimento o particulas en suspension. Las muestras fueron
congeladas (Fig. 9). Para cuantificar las proteinas y lipidos se deshidrato la muestra hasta obtener

un gramo de peso seco.

Andlisis proximal de proteinas y lipidos

En la realizacion del analisis proximal, la cuantificacién de proteinas se realizé mediante el método
de micro Lowry (Olvera et al. 1993) (anexo 5), Fig. 11, 12 y 13. Y para la cuantificacion de lipidos
totales se utilizo el método de Bligh y Dyer (1959) (anexo 6), Fig. 14 y 15.
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Fig. 16. Curvas de crecimiento poblacional del
cladécero M. macrocopa alimentado con cinco
dietas. Se muestra el promedio y error estandar.
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Fig. 17. Densidades méximas poblacionales en el claddcero M. macrocopa alimentado con cinco
dietas (las barras que presentan la misma letra no son significativas), se muestra el promedio y
error estandar.

Tabla 2. ANDEVA de las densidades maximas poblacionales de M. macrocopa alimentado con
cinco dietas diferentes. GL= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados
medios, F= F-radios, *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

ANDEVA de la densidad maxima poblacional del cladécero M. macrocopa

Fuente de variacion GL SC CM F P

Entre dietas 4 37957.43 9489.35 82.54 <0.001***
Residual 10 1149.58 114.95

Total 14 39107.02
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Fig. 18. Dia de densidad maxima poblacional en el cladécero M. macrocopa alimentado con cinco
dietas (las barras que presentan la misma letra no son significativas), se muestra el promedio y
error estandar.

Tabla 3. ANDEVA de dia de densidad méaxima poblacional de M. macrocopa alimentado con
cinco dietas diferentes. GL= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados
medios, F= F-radios, *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

ANDEVA del dia de densidad maxima poblacional del cladécero M. macrocopa

Fuente de variacion GL SC CM F P
Entre dietas 4 753.60 188.40 4.88 0.019*
Residual 10 386.0 38.60

Total 14 1139.60
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Fig. 19. Tasa de incremento poblacional por dia (r) del cladécero M. macrocopa alimentado con
cinco dietas (las barras que presentan la misma letra no son significativas), se muestra el
promedio y error estandar.

Tabla 4. ANDEVA de la Tasa de incremento poblacional (r) por dia de M. macrocopa alimentado
con cinco dietas diferentes. GL= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados
medios, F= F-radios, *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

ANDEVA de la tasa de incremento poblacional del cladécero M. macrocopa

Fuente de variacion GL SC CM F P
Entre dietas 4 0.05 0.01 7.68 0.004**
Residual 10 0.01 0.0

Total 14 0.07
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Fig. 20. Andlisis proximal de proteinas del cladécero M. macrocopa alimentado con cinco dietas (las
barras que presentan la misma letra no son significativas), se muestra el promedio y error estandar.

Tabla 5. ANDEVA de la concentracién de proteinas de M. macrocopa alimentado con cinco dietas
diferentes. GL= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= F-radios,

*P<0.05, *P<0.01 y **P<0.001.

ANDEVA de la concentraciéon de proteinas del cladécero M. macrocopa

Fuente de variacion GL SC CM F P
Entre dietas 3 964.66 32155 6.86 0.009**
Residual 10 468.26 46.82

Total 13  1432.93
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Fig. 21. Andlisis proximal de lipidos del cladécero M. macrocopa alimentado con cinco dietas (las
barras que presentan la misma letra no son significativas), se muestra el promedio y error estandar.

Tabla 6. ANDEVA de la concentracion de lipidos de M. macrocopa alimentado con cinco dietas
diferentes. GL= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= F-radios,

*P<0.05, *P<0.01 y **P<0.001.

ANDEVA de la concentracion de lipidos del cladécero M. macrocopa

Fuente de variacion GL SC CM F P
Entre dietas 3 378.75 126.25 452  0.024*
Residual 12 335.0 27.91

Total 15 713.75
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VIII. Andlisis

Crecimiento poblacional y Densidad maxima poblacional

El cladocero M. macrocopa present6 diferentes respuestas en sus parametros poblacionales al ser

alimentada con las cinco dietas (Tabla 7).

Las curvas de crecimiento poblacional del cladécero M. macrocopa y los valores de la densidad
maxima poblacional se muestran en las figuras 16 y 17. Se observo que las dietas mixtas
presentaron las densidades mas altas Scenedesmus sp. + levadura (25.66+£12.97 ind/ml) y C.
vulgaris + levadura (136.44+3.89 ind/ml), disminuyendo la densidad en las dietas Levadura,

Scenedesmus sp. y C. vulgaris.

El andlisis de varianza ANDEVA mostré diferencias significativas entre las densidades maximas
poblacionales (P < 0.001) (Tabla 2) y la prueba de Tukey mostr6 diferencias entre la dieta mixta

C. vulgaris + levadura y todos los demas tratamientos (Fig.17).

Dia de densidad maxima poblacional

Las dietas Levadura, Scenedesmus sp. y C. vulgaris + levadura obtuvieron la densidad méxima en
menor tiempo (15+5.33, 20+£0.33 y 26+2.02) respectivamente (Fig. 18). Mientras para las dietas: C.
vulgaris y Scenedesmus sp.+ levadura se alcanz6 hasta los dias 31+2.51 y 35+5.03. El analisis
estadistico para éste parametro mostré diferencias significativas (P = 0.019) (Tabla 3). Las dietas
C. vulgaris y las dietas mixtas no presentaron diferencias significativas entre ellas. Sin embargo,
estas tres dietas si presentaron diferencias con respecto a las dietas Scenedesmus sp. y

Levadura.

Tasa de incremento poblacional por dia (r)

En la Tasa de incremento poblacional (r) por dia (Fig. 19) se observé que la dieta C. vulgaris
obtuvo la tasa de incremento poblacional por dia maxima (0.27+0.01), seguida por la dieta mixta
C. vulgaris + levadura (0.21+0.03) y la dieta que presento la tasa de incremento poblacional minina
fue la dieta Levadura (0.10+£0.03). De acuerdo con el andlisis de varianza existen diferencias

significativas entre las tasas de incremento poblacional por dia (P = 0.004) (Tabla 4).
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Porcentaje de proteinas y lipidos
El porcentaje estimado de proteinas en M. macrocopa cultivada con la dieta C. vulgaris fue del

68.4%, seguido por Scenedesmus sp. (59.1+4.1%). Los valores de las dietas Mixtas
(Scenedesmus sp. + levadura y C. vulgaris + levadura) fueron 48.8+9.7 y 50.0+4.5% (Fig. 20). El
analisis de varianza ANDEVA para el porcentaje de proteinas en M. macrocopa mostro diferencias
significativas (P = 0.009) (Tabla 5), la prueba de Tukey revel6 diferencias significativas en el

porcentaje de proteinas entre C. vulgaris, C. vulgaris + levadura y Scenedesmus sp. + levadura.

El porcentaje de lipidos cuantificados en el cladécero M. macrocopa alimentado con las dietas se
muestra en la Fig. 21. Para las dietas C. vulgaris, Scenedesmus sp. y C. vulgaris + levadura los
valores registrados fueron 19.5+1.5, 20.5£0.5 y 21.0+5.0% respectivamente. Mientras que para
Scenedesmus sp. + levadura se obtuvo un porcentaje mayor (31.5£7.5), siendo las dietas mixtas
las que presentaron el porcentaje mas alto de lipidos. El analisis estadistico ANDEVA para la
concentracion de lipidos en M. macrocopa mostro diferencias significativas entre las dietas (P =
0.024) (Tabla 6), la prueba de Tukey mostrd diferencias entre las dietas: Scenedesmus sp. +

levadura contra C. vulgaris y Scenedesmus sp. (P<0.05).

Debido a que el crecimiento poblacional de M. macrocopa cultivado con la dieta Levadura fue
escaso y Unicamente de mantenimiento se imposibilitd a un adecuado crecimiento poblacional

para la realizacion del analisis proximal de proteinas y lipidos.
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IX. Discusion

Densidad maxima poblacional

En el presente estudio la densidad maxima poblacional mas alta fue en las dietas mixtas que en
las dietas exclusivamente de microalga, estos resultados concuerdan con Pefia et al. (2005)
quienes trabajaron con dietas similares (C. vulgaris, S. acutus y S. cerevisiae) y obtuvieron los
mejores resultados del crecimiento poblacional de M. macrocopa con las dietas mixtas, se
confirmé la influencia de la Levadura que actu6 en combinacion con la microalga para
potencializar la fecundidad de M. macrocopa. En este trabajo la densidad méaxima alcanzada fue
con la mezcla C. vulgaris + levadura, lo cual concuerda con Prieto et al. (2006) en el cultivo de
Moina sp., quienes obtuvieron también densidades altas con la dieta mixta (Ankistrodesmus sp. +
levadura), a diferencia de las microalgas ofrecidas por separado como C. vulgaris (8.22+1.22
ind/ml) y en el caso de Prieto et al. (2006) Ankistrodesmus sp. present6 6.22+0.82 ind/ml, ademas
las dietas que tuvieron C. vulgaris presentaron densidades mas altas que las que contenian
Scenedesmus sp., esto concuerda con lo reportado por Mangas et al. (2002); Nandini y Sarma
(2003) y Morales et al. (2012). Para Scenedesmus sp. se obtuvieron densidades mayores a las
reportadas por Jiménez et al. (2003) y Romero-Lopez (2009), también se observé la produccién de
efipios (Fig. 22) lo cual coincide con Jiménez et al. (2003) donde describen la produccién de
huevos de resistencia como una estrategia poblacional (en éste caso de cladéceros) ante
condiciones desfavorables y por eso las hembras partenogenéticas (Fig. 23) en lugar de producir

huevos partenogenéticos cambian a reproduccion sexual (Fig. 24).

Dia de Densidad maxima poblacional

La dieta mixta Scenedesmus sp. + levadura fue la dieta que tardé mas tiempo en alcanzar su
densidad maxima (35+5.03 dias) sin embargo, Scenedesmus sp. alcanzé la densidad maxima en
menor tiempo, autores como Jiménez et al. (2003) y Romero-Lopez (2009) obtuvieron al décimo
dia la densidad méaxima (Fig. 18). Las dietas C. vulgaris y las dietas mixtas no presentaron
diferencias significativas entre ellas sin embargo, estas tres dietas si presentaron diferencias con

respecto a las dietas Scenedesmus sp. y Levadura.
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Tasa de incremento poblacional (r)

En el presente estudio se obtuvieron tasas de crecimiento de 0.10 a 0.27 lo cual concuerda con
Flores et al. (2003), donde menciona que la mayoria de las especies de claddceros tienen tasas
de incremento poblacional menores a 0.5, Flores et al. (2003) menciona que esta respuesta puede
ocurrir en especies de Moina y Daphnia, donde explica que el tamafio de las camadas es grande
para alcanzar altas tasas de crecimiento. Asi mismo, Prieto et al. (2006) menciona que la tasa de
incremento poblacional esta influenciada por la calidad del alimento condicionando el tiempo de

desarrollo de un juvenil al igual que la tasa de reproduccion y la frecuencia reproductiva.

La tasa de incremento poblacional en la dieta C. vulgaris es mayor a las tasas reportadas por
Mangas et al. (2002) y Nandini y Sarma (2003) y es una tasa menor a las reportadas por Nandini y
Sarma (2000 y 2002) y Morales et al. (2012). La dieta mixta C. vulgaris + levadura presentd una
tasa menor a la obtenida solo con C. vulgaris (0.21+£0.03), de acuerdo con Pefia et al. (2005) las
dietas mixtas permiten tasas de crecimiento similares a las dietas algales. Sin embargo, autores
como Jiménez et al. (2003), Pefa et al. (2005) y Prieto et al. (2006) comprobaron que el
crecimiento de los cladoceros alimentados con levadura mejora al combinar la dieta con microalga.
Las dietas Scenedesmus sp. y la dieta mixta Scenedesmus sp. + levadura mostraron tasas de
crecimiento bajas a comparacion de las dietas que contenian C. vulgaris, con estos resultados se
comprobd que C. vulgaris es un alimento adecuado para cladoceros ya que presento el valor mas
alto a diferencia de Scenedesmus sp. y las dietas mixtas coincidiendo con Pefia et al. (2005) a
demas de que por su tamafo pequefio (3 a 5 um) no debe ser considerada como un alimento de

uso exclusivo para el cultivo de rotiferos.

Analisis proximal de proteinas v lipidos

Se sabe que el uso de microalgas verdes en la acuicultura como Chlorella es importante ya que
define el aporte nutricional en comparacién con otro tipo de alimento como la levadura. De
acuerdo con Enriquez et al. (2003) la levadura influye sobre los aspectos reproductivos porque
actia como un suplemento alimenticio y por eso es uno de los factores mas importantes en el
cultivo de cualquier especie, su cantidad y calidad puede afectar multiples aspectos del desarrollo
normal de los claddceros interviniendo directamente en la sobrevivencia, crecimiento, fecundidad,
tasa de filtracion y viabilidad de los huevos (Prieto 2001). En el presente estudio, ambas especies
de microalgas verdes C. vulgaris y Scenedesmus sp. fueron cultivadas en las mismas condiciones

(proporcion de nutrientes, aireacion, luz y temperatura) y se obtuvieron resultados diferentes en el
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analisis proximal de proteinas y lipidos de los cladéceros de la especie M. macrocopa alimentados
con las diferentes dietas, se observd una relacion proporcional en cuanto al aumento de proteinas

y disminucion de lipidos en las dietas.

Proteinas
Las proteinas son importantes desde el punto de vista de la nutricion y fisiologia debido a que son

componentes de todo tipo celular. Cabe mencionar que trabajos de cuantificacion de proteinas y
lipidos en claddceros son escasos limitdndose solo a la respuesta del crecimiento poblacional. Sin
embargo, los trabajos reportados de andlisis nutricional son en su mayoria de las dietas utilizadas
(Scenedesmus sp., C. vulgaris, S. cerevisiae). Los cladoceros que presentaron las
concentraciones mas altas de proteinas fueron los cultivados con las dietas algales C. vulgaris y
Scenedesmus sp. (68.4+0 y 59.1+4.1%), comparado con Wantanabe et al. (1983) quienes
reportaron en Moina sp. el 8.8% de proteinas alimentada con levadura. Asi mismo, Wantanabe y
Kiron (1994) cuantificaron en Moina sp. 71.6£4.7% de proteinas y Luna et al. (2010) en M.
wierzejski estimaron un 50% de proteinas. Como se puede observar aunque no hay estudios

recientes los valores obtenidos en este trabajo estan dentro del rango reportado.

La importancia de conocer el porcentaje de proteinas como mencionan Halver y Hardy (2002)
radica en que las proteinas presentan numerosas funciones estructurales y metabodlicas como
enzimas que catalizan reacciones bioquimicas, transportadoras de moléculas que permiten su
entrada y salida, otras para la sefalizacion, respuesta inmune, en el ciclo celular, etc. En el
crecimiento de los organismos cuando es excesiva la sintesis proteica se procede a la
degradacion y el balance entre esos dos procesos resulta en depositacion y acrecién por lo cual
son biomoléculas determinantes para el peso vivo o biomasa, también por su importancia en la

respuesta del organismo a diferentes estimulos.

En el presente trabajo fue cuantificada la concentracion de proteina en los cladéceros cultivados
con dietas. La importancia de este tipo de trabajos reside en que los cladoceros son utilizados en
la acuicultura como cultivos para alimento de larvas de peces e invertebrados de valor comercial y
asi poder transferir los nutrientes al siguiente nivel tréfico de acuerdo con Sarma y Nandini (2003);
Prieto, et al. (2006); Romero-Lopez (2009) y Rottman et al. (2011).
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Lipidos

En este estudio los porcentajes de lipidos cuantificados mas altos en el cladécero M. macrocopa
fueron con las dietas mixtas: C. vulgaris + levadura y Scenedesmus sp. + levadura con respecto a
esto, Wantanabe et al. (1983) reportaron para Moina sp. 2.9 % de lipidos al ser cultivada sélo con
levadura; Wantanabe y Kiron (1994) cuantificaron la concentracion de lipidos de Moina sp. en
20.6+6.5%; Macedo y Pinto (2000) revelaron la concentracion de lipidos de M. micrura en 12%
alimentada con Ankistrodesmus sp. Asi mismo, hay otros estudios como el de Romero-Lopez
(2009) donde reporté el porcentaje lipidico de Moina sp. del 20-27% en adultos y 4-6% en
juveniles sin mencionar el tipo de dieta utilizada, como se puede observar los valores obtenidos

para M. macrocopa son mayores a los reportados.

El contenido lipidico para el cladécero alimentado con la dieta C. vulgaris fue de 19.5% y para
Scenedesmus sp. el 20.5% comparado con lo reportado por Macedo y Pinto (2000) en M. micrura
(6.86 %) alimentada con Scenedesmus sp., se observa que en M. macrocopa se obtuvo un 200 %
mas de lipidos. Es importante la cuantificacion de los lipidos en los organismos como lo menciona
Jiménez et al. (2003) donde afirma que los lipidos contenidos en C. vulgaris actian directamente
en la fecundidad de los cladéceros a los que les fue suministrada, ya que Moina sp. los requiere
para su 6ptimo desarrollo. Halver y Hardy (2002) mencionan que los lipidos generan energia en
forma de ATP son la mayor fuente de energia metabdlica y participan en la reproduccion y
produccion de huevo. Jiménez et al. (2003) mencionan que los lipidos estimulan a un crecimiento
continuo o de mantenimiento en cladéceros pero a su vez también aceleran el proceso de

maduracion sexual de la gonada.

Las dietas a base de Scenedesmus sp. les proporcionaron a los cladéceros mayor longevidad y
tamafio como mencionan Martinez y Gutierrez (1991) a comparacion de C. vulgaris ya que a
mayor concentracion de la microalga Scenedesmus sp. se ha reportado que es mayor la
longevidad y sobrevivencia en M. macrocopa, lo anterior fue reflejado y de manera indirecta
observado en este trabajo concordando con Macedo y Pinto (2000) y Jiménez et al. (2003) donde
explican que las reservas de energia de claddceros son utilizadas en dos diferentes vias: a) en
adultos para sus propias necesidades metabdlicas y b) las reservas son transferidas a las crias a
través de huevos y son usadas en el desarrollo inicial de animales jovenes, por lo tanto como la

dieta Scenedesmus sp. Influye en la longevidad de M. macrocopa las reservas de triglicerol se
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utilizaron en el gasto del mantenimiento metabélico de M. macrocopa por lo que los tratamientos a

base de Scenedesmus sp. no alcanzaron densidades poblacionales grandes.

En lo que respecta a la dieta con Levadura no fue posible cuantificar el porcentaje de lipidos ya
gue la poblacion de cladoceros solo se mantuvo. El porcentaje de lipidos cuantificados en Moina
sp. alimentada con levadura segun la FAO (1989) corresponde al 2.9%, la levadura presenta
importantes vitaminas como la vitamina B, colina y vitamina C las cuales son hidrosolubles y
debido a esto no pueden ser almacenadas en cantidades considerables. Romero-Lépez (2009)
menciona que el déficit de &cidos grasos altamente insaturados (HUFA) en el fitoplancton afecta
las tasas de crecimiento del zooplancton y Enriquez et al. (2003) mencionan que la dieta levadura
es utilizada en el mantenimiento de organismos para la acuicultura y que no es la mejor dieta en
calidad nutricional debido a que la pared celular de la levadura es mas dificil de digerir y por esto
requiere un tratamiento para mejorar su digestibilidad y aprovechamiento para los cultivos de

zooplancton.
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X. Conclusiones

En el cladocero M. macrocopa la dieta mixta C. vulgaris + levadura presentd el mejor crecimiento

poblacional.

Con la dieta C. vulgaris se obtuvo la mayor tasa de incremento poblacional por dia en M.

macrocopa.

M. macrocopa presentd el porcentaje de proteinas mas alto cultivada con la dieta C. vulgaris y el

porcentaje de lipidos mas alto con la dieta Scenedesmus sp. + levadura.

Las dietas C. vulgaris y la dieta mixta C. vulgaris + levadura son apropiadas para el cultivo M.

macrocopa.

La dieta mixta C. vulgaris + levadura fue la dieta 6ptima para la produccion y aprovechamiento de

M. macrocopa.

En el presente trabajo existen limitaciones como la utilizacion de una sola cepa del cladocero M.
macrocopa, tampoco fueron probadas estas dietas a diferentes concentraciones en otras especies
de Moina, ni mucho menos en otras especies de cladoceros, asi también como en otros grupos de
alimento vivo como rotiferos y artemias a fin de que la informacion obtenida del presente estudio

sea la base para futuras investigaciones.
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Xll. Anexos

Anexo 1. Fotogréfico

C. vulgaris (Fig. 1) Scenedesmus sp. (Fig. 2) Conteo de microalga {Fig. 3)

Condiciones controladas (Fig. 4) Muestreo {Fig. 5)

M. macrocopa (Fig. 6)

Preparacion de dietas (Fig. 7)

Conteo de cladoceros

(Fig. 8) Obtencion biomasa

{Fig. 9)
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Anexo 2. Caracteristicas del grupo Cladocera

Los claddéceros son organismos que no tienen claramente segmentado su cuerpo y apéndices,
aunque ellos poseen segmentada la segunda antena, las caracteristicas de la mayoria de los
cladoceros incluyen un simple ojo central compuesto en adultos y un caparazén transparente, el
cual es usado como camara incubatriz, muchas especies presentan de 4-6 pares de apéndices
toracicos cubiertos por el caparazon. Estos al ser crustaceos se diferencian de otros artropodos
porque tienen dos pares de antenas. El primer par de antenas (anténulas) las cuales son cortas y
con una funcion quimiosensorial y el segundo par de antenas conocida asi mismo son largas y

utilizadas para nadar (Dodson y Frey 2001).
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Por otro lado los cladoceros presentan tres tipos de huevos:

Huevo diploide subitaneo, el cual desarrolla inmediatamente dentro un juvenil. Huevo de
resistencia, el cual surge a partir de huevos haploides que son fertilizados, desarrollando en su
interior embriones tempranos que entran en diapausa (estado fisiolégicamente estatico), el cual es
resistente al calor, sequedad y congelamiento y Huevos de resistencia pseudosexuales, los cuales
desarrollan embriones tempranamente en diapausa, a partir de huevos diploides (no fertilizados

necesariamente), producidos asexualmente (Dodson y Frey 2001).

Anexo 3. Aspectos bioldgicos de M. macrocopa

M. macrocopa es un cladécero ampliamente distribuida en aguas dulces a salobres. Con
temperaturas de 5-30°C, pH de neutro a ligeramente alcalino. Es un filtrador no-selectivo y es
usado ampliamente en acuicultura (Martinez y Gutiérrez 1991).

Su cuerpo presenta estructuras como cabeza, tronco (encerrado en dos valvas del caparazon), y
el post abdomen. La cabeza usualmente parece lisa y redonda, y termina con una ligera
depresion. Un enorme y esférico 0jo, localizado en el apice de la cabeza. El cual es un importante
organo que permite al organismo percibir la luz y por esto localizar recursos alimenticios y
presenta numerosos e incoloros lentes. La cabeza de Moina tiene, grandes y movibles anténulas,
seguidas por setas olfatorias bastante largas y uniformes. La segunda antena es el 6rgano
primario para la locomocién tal como el nado. La diferenciacion sexual es facil de reconocer por la
morfologia externa donde las anténulas del macho son mucho mas largas y robustas que las de la
hembra. La longitud del cuerpo de la hembra varia a partir de 0.4 mm a alrededor de 1.65 mm. El
cuerpo del macho es ligeramente pequefio que el de la hembra (0.4 a 1.13 mm), y tienen largos
ganchos para sujetar a la hembra durante la copulacion. Las hembras sexualmente maduras
llevan uUnicamente dos huevos encerrados en un efipio el cual es una parte dorsal del

exoesqueleto (Loh 2011).

El crecimiento poblacional rapido y los tiempos generacionales cortos de la mayoria de cladéceros
hacen que éstos sean producidos en cultivos masivos y a su vez considerados como alimento vivo
(Loh 2011). Se ha reportado que los cladéceros del género Moina alcanzan su estado adulto a los
cinco dias posteriores a su eclosion, en un rango de temperatura de 22 a 33°C, en un pH

ligeramente alcalino a neutro (6.6 a 7) en condiciones éptimas. De manera que, Moina una vez
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alcanzada su madurez se reproduce dentro de cuatro a siete dias, cada hembra produce camadas
de 4 a 22 individuos, en un periodo de 1.5 a 2 dias. A lo largo de su ciclo de vida esto sucede de 2
a 6 veces (Rottmann et al. 2003; Loh 2011). Ademas de que, la temperatura es un factor que
también afecta el crecimiento y la reproduccion en los cladéceros. Siendo 6ptima para el cultivo de
M. macrocopa de 24-31°C (FAO 1989; Rottmann et al. 2003; Prieto et al. 2006). En el presente
estudio no hubo fuertes cambios de temperatura ambiental, se mantuvo en 23 + 1°C. Por lo cual la

temperatura no fue un factor negativo en los tratamientos.

Categoria taxondémica del cladécero M. macrocopa:
Superclase Crustacea
Clase Branchiopoda
Superorden Cladocera
Orden Anomopoda
Familia Moinidae
Genero Moina

Especie Moina macrocopa (Straus, 1820).
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Anexo 4. Medio de cultivo basal Bold (Borowitzka y Borowitzka 1988).
Consta de seis soluciones stock en agua (destilada o desionizada), la cual debe ser preparada

disolviendo cada una de las siguientes sales por cada 400 ml de agua.

Nitrato de Sodio (NaNO3) 1049
Cloruro de Calcio (CaCl,-2H,0) 1lg
Sulfato de Magnesio (MgSO4-7H,0) 39

Fosfato Bibasico de Potasio (K;HPO,) 39
Fosfato Monobasico de Potasio (KH,PO,) | 79
Cloruro de Sodio (NacCl) 19

Para 940 ml de agua estilada adicionar 10 ml de cada una de las soluciones stock y un ml de cada
elemento traza de solucion stock preparada del modo siguiente:

Acido etilendiaminotetraacético | 50g en 31g o 50g de Na,EDTA en 1l de agua.
e hidréxido de potasio (EDTA +

KOH)

(FeSO4-7H,0)Sulfato de Hierro | 4.8 g disuelto en un litro de agua acidificada (1 ml
+ (H2S0O,) Acido Sulfarico de H,SO,4 en agua destilada).

Acido Borico (H3BO3) 11.42 g de acido bdérico disuelto en 1l de agua.

A continuacion agregar las siguientes cantidades de los compuestos indicados en un litro de agua

destilada.
Sulfato de zinc (ZnSO4-7H,0) 8.82 g
Cloruro de manganeso (MnCl,-4H,0) | 1.44 g
Trioxido de molibdeno (MoO3) 0.71g
Sulfato de cobre (CuSO4-5H,0) 157¢g

Nitrato de cobalto Co(NO3),-6H,0 0.49¢g

Ajustar a un pH de 7 antes de esterilizar
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Medio para siembra de C. vulgaris y Scenedesmus sp.

En un litro de agua destilada agregar:

Nitrato de potasio (KNO3) 810 mg
Nitrato de sodio (NaNO3) 680 mg
Fosfato monosaodico (NaH,PO,4-H,0) 415 mg
Sulfato de magnesio (MgS0O4-7H20) 250 mg
Fosfato dibasico de sodio(Na;HPO4-2H,0) | 180 mg
Nitrato de calcio Ca(NO3)2-4H,0 25 mg
(Fe-EDTA) 4 mg
Acido trioxobérico (H3BO3) 2.5 mg
Sulfato de zinc (ZnSO4-7H,0) 1 mg
Cloruro de manganeso (MnCl»-4H,0) 0.2 mg
Sulfato de cobre (CuSO4-5H,0) 0.1 mg
(NH4)6M07024-4H,0 0.03 mg
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Anexo 5. Técnica de cuantificacidén de proteina por método de micro Lowry (Olvera et
al.1993).

El método de Lowry con el reactivo de Folin-Ciocalteau se utiliza mucho en Europa. Este método
estd compuesto de dos reacciones: a) una reaccion inicial de la proteina y el cobre. Relacionada
con la reaccibn de biuret; b) una segunda reduccion de los acidos: fosfotingstico y
fosfohemolibdico con el complejo de cobre-proteina, asi como con tiosina y triptéfano. Esté sujeto
a interferencias variables derivadas de los fenoles y farmacos producidos endégenamente

(salicilatos, cloropromacina, tetraciclina y sulfamidas).

1.-Reaccion previa de la proteina en medio alcalino con iones Cu2+ en presencia de tartrato para
evitar la precipitacion. Es esencialmente idéntica a la reaccidon del Biuret, formandose un complejo
de coordinacion entre el cobre y el nitrdgeno peptidico. 2.-Reaccion con el reactivo de Folin-
Ciocalteau para fenoles (4cido fosfomolibdotungstico), que se reduce por medio de los grupos
fenol (y en menor medida imidazol e indol) presentes en la proteina como un complejo de color
azul oscuro, que se mide colorimétricamente. EI complejo coloreado cuya composicion es
desconocida, presenta dos maximos de absorcion a las longitudes de onda de 560 y 680 nm. La
eleccién de una u otra depende de la concentracion proteica de la muestra estudiada.

Procedimiento:

Para la cuantificacion de proteina se pesaron 100 mg de biomasa seca en una balanza analitica,
se transfirid a un tubo de ensaye para agregarle un 1 ml de agua destilada y homogenizar con un
pellet pestle motor por 2 min. Posteriormente se le Agregé 1 ml de reactivo de Lowry y se dejo
reposar por 20 min para agregarle 0.5 ml de Folin y reposar por 30 min. Se aforé a 10 ml con agua
destilada (7.5 ml) y se centrifugé durante un minuto a 2500 rpm, se colocé en una cubeta la
pastilla para su lectura en el espectrofotometro (Hach DR-2800) a una longitud de onda de 530 nm

de absorbancia. Este procedimiento se hizo por duplicado para cada dieta.
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Anexo 6. Técnica de cuantificacidon de lipidos totales por el método de Bligh y Dyer (1959).
Objetivo: Obtener la grasa de un alimento homogeneizado mediante extraccion directa con

disolventes en frio.

Campo de aplicacion: Esta técnica fue aplicada a muestras de alimentos.

Fundamento: El método se basa en la homogeneizacién de alimentos humedos con metanol y
cloroformo en proporciones tales que forma una fase sencilla miscible con el agua en los
alimentos, que al adicionar posteriormente cloroformo y agua se divide en dos fases con los

materiales lipidicos en la capa de cloroformo.

Procedimiento:

Para la cuantificacion de lipidos totales la biomasa seca fue pesada (200 mg) y depositada dentro
de un tubo de ensaye. Se le agreg6 1.5 ml de cloroformo, posteriormente 3 ml de metanol y se
homogeniz6 durante 2 min para centrifugar por 10 min a 5 rpm. El contenido del tubo se vertio
dentro de un embudo de separacion donde previamente se agreg6 0.8 ml de agua destilada se

homogeniz6 a mano agitando suavemente hasta que fueron distinguibles 2 fases.

Nota: si no son distinguibles las fases agregar 1 o 2 gotas de agua y volver homogenizar a mano,
el procedimiento debe ser repetido hasta obtener 2 faces. De lo contrario: si se forman 3 fases el

procedimiento fue inadecuado.

La solucién cloro-metanol: esta hecha a base de cloroformo y metanol en una proporcién 1:1. Se

utiliza en gotas.

Al formarse las fases se libera la fase precipitada dentro de un tubo de ensaye, se le aplica
aireacion para evaporar el solvente hasta que sea visible una pastilla seca amarillenta
(aproximadamente en 30 min). En frascos pequefios color ambar previamente lavados y
mantenidos a peso constante, se colocé el contenido lipidico del tubo con ayuda de la solucion
cloro-metanol enjuagando con 0.5 ml. una vez la muestra vertida en el frasco se mantiene en
aireacion hasta evaporar los solventes. Con guantes los frascos fueron manipulados y pesados en

una balanza analitica, se hizo el siguiente calculo:

(Peso lipidos / Muestra seca)* 100=
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Tabla 7. Parametros poblacionales y porcentaje proteico y lipidico de M. macrocopa.

Parametros poblacionales y porcentajes proteicos y lipidicos de

M. macrocopa

Dietas : Densidad maxima

Dia de densidad Tasa de incremento - %Proteinas  %Lipidos
poblacional ind/ml maxima poblacional poblacional por dia (r)
C. vulgaris 8.22+1.22 31.00+2.51 0.27+0.01 68.40 | 19.50+1.50
Scenedesmus sp. 13.77+2.56 20.33+0.33 0.18+0.02 - 59.16x4.15  20.50£0.50
Levadura 1.40£0.20 15.33+5.33 0.10+0.03
C. vulgaris + 136.44+3.89 26.33+2.02 0.21+0.03 50.04+4.59 21.00£5.00
levadura :
Scenedesmus sp. + 25.66+12.97 35.00+5.03 0.11+0.01 . 48.80+9.79 | 31.50+7.50
levadura ‘
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